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Zur Diagnose der Phytophthora-Wurzelfäule der H imbeere 
On the diagnosis of root rot of red raspberry caused by Phytophthora spp. 
Von Susanne Brunner-Ke inath und E .  Seemül ler  
Zusammenfassung 
Die Wurze l fäule der H imbeere tr i t t  se i t  Beginn der 80er Jahre 
i n  Deutschland auf. S ie wird hauptsäch l ich durch Phyto­
phthora fragariae var. rubi hervorgerufe n .  Au ßerdem kann 
auch Phytophthora citrico/a an der Entstehung der Krankheit  
bete i l igt  sein .  Eine sichere Diagnose er laubt die I so l ierung der 
Erreger aus befal lenen Wurzel n  mitte ls eines Selektivme­
d iums,  das aus l ,5% igem Boh nenmeh lagar mi t  den Zusätzen 
Benomyl , Hymexazol , Rovra l ,  P imarici n ,  Rifampicin , Penici l­
l in und Ch lorarnphenicol besteh t .  Eine direk te  mikroskopi­
sche Diagnose is t  durch die Anfärbung von Gefrierschn i tten 
mi t  An i l i nblau mögl ich . Dieser Nachwe is beruh t auf der Diffe­
renzierung der im Gewebe in charakterist ischer Weise ange­
ordneten und untersch iedl ich großen Oosporen in Verbi ndung 
mi t  anderen Kri terien wie Pilzbesiedelung und Gewebeschädi­
gung. Er  erlaubt auch e i ne Untersche idung zwischen den 
beiden Erregern P. fragariae var. rubi und P. citricola . 
Abstract 
In Gcrmany red raspberries are affected by a root rot s i nce about ten 
ycars . Thc d isease is ma in ly  i nduced by P. fragariae var .  rubi. In some 
cascs P. citricola i s  also associated with the d i scase . Both fungi can be 
iso l ated wi th a selective bcan meal medium contain ing thc fung ic ides 
benomyl , hymexazol and rovral ancl the ant ib iot ics p imarici n ,  r i fampi­
c in ,  pcn ici l l i n  and ch loramphenico l .  Rel iab lc cl iagnosis is a l so possiblc 
by microscopical examination of frcez ing microtomc sections stainecl 
with ani l inb lue .  With this methocl oospores ancl other fungal struct ures 
can be cle tectecl and the two pathogcns can bc cl istingu ishecl accorcl ing 
to oospore s izc ancl Iocat ion as we l l  as the histological symptoms 
induced . 
Ein leitung 
Die  Wurze lfäule der H imbeere tr i t t  se i t  Anfang der 80er J ahre 
in den westlichen deutschen B undesländern au f. Da e ine 
ausreichende chemische Bekämpfung noch n i cht mögl ich ist 
und auch keine resistenten Sorten zur Verfügung stehen ,  h at 
s ie in befallenen  Anlagen schwere Schäden hervorgerufen 
(SEEMü LLER, 1 989) . Erste Schadsymptome dieser bodenbürti­
gen Krankheit treten i n  Form von B lattvergi lbungen und 
Welkeerscheinungen an den Jungruten auf, d ie bereits kurz 
nach dem Austrieb oder auch später absterben . Auch an den 
Bl ättern der Tragruten treten Vergi lbungen ,  Welkeerschei­
nungen und Nekrosen auf . Bis zur Ern te stirbt e in  großer Teil 
der befa l lenen Ruten ab . Das Wurze l system der kranken 
Pfl anzen zeigt meist einen starken Fäu lnisbefa l l , wobei die 
Wurzelmasse durch das Verrotten der feineren Wurzeln stark 
reduziert se i n  kann . Die Fäule kann auf die Wurze lknospen 
und Wurzelschosse übergehen und sich bis zur Rutenbasis h in  
ausdehnen,  d ie  dann ebenfalls bräunlich verfärbt ist . 
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Die Himbeerwurzelfäule wird hauptsächl ich durch e i ne 
Phythophthora-Art hervorgerufe n ,  die von SEEMÜLLER et al . 
( 1986) aus kranken Pflanzen i sol iert worden i s t .  Die taxonomi­
sche Stel l ung d ieses P i lzes war längere Zeit unk la r .  Nach 
versch iedenen Vorschl ägen zur Eingruppierung in andere 
Phytophthora-Arten wurde er in jüngster Ze i t  zu P. fragariae 
geste l l t  und von dem Erreger der Roten Wurze lfäule der 
Erdbeere , der jetzt a ls P. fragariae var. fragariae bezeichnet 
wird , a l s  P. fragariae var . rubi (P. f. rubi) abgetrennt  (J . M .  
DuNCA N ,  pers . Mitt . ) .  Neben diesem zweifel los wicht igsten 
Pathogen konnte in j üngster Zeit auch P. citrico/a aus kranken 
Himbeeren iso l iert und deren Pathogenität im Infekt ionsver­
such nachgewiesen werden (BRUNNER-KE 1NAT1 1 ,  1991 ) .  
I n  der Prax is bere i tete bisher die Diagnose der Phyto­
phthorn-Wurze lfäu le große Schwierigkeiten . Der Nachweis 
von P. f rubi erfolgte zunächst durch I soli e rung  aus kranken 
Wurze l n  mi t  H i lfe e i nes selek t iven Medi ums , das aus 1 ,5% i gem 
Bohnenmehlagar (BMA) und den Zusätzen Benomyl , Hymex­
azol , Pimarici n ,  Rifampicin und Penici l l i n  bestand (SEEMÜLLER 
et al . ,  1 986) . M i t  d iesem Medium  war jedoch der Iso l ie rungser­
folg meist geri ng ,  vor a l l em durch bakterie l le  Kontam inationen 
und Überwachsung durch schnell wachsende Pytbium-Arten .  
I n  dieser Arbe i t  wird deshalb über Untersuchungen zur Opti­
mierung dieses Selekt ivmed iums berichte t .  
Außerdem wi rd e ine histologische Methode beschr ieben ,  
die zur B esch leunigung und Vereinfachung der Diagnose en t­
wicke l t  wurde und die auf dem direkten Nachweis der Erreger 
im befallenen Gewebe beruh t .  
Material  und Methoden 
Zur Opti mierung des Selektivmediums wurde die Wirk ung der 
Ant ib iot ika Chloramphenicol , Nystat i n  und N eomyci n sowie 
des Fungizids Rovral (Wirkstoff Iprodion) geteste t .  D ie  Sub­
stanzen wurden jewei l s  in den Konzentrationen 10 , 50 ,  100 
und 200 mg/I dem l ,5 % igem BMA beigemischt . Die Platten 
wurden dann mi t  verschiedenen Isolaten von P. f. rubi (MS 
und M l O ,  isol iert 1986 aus  kran ken H i mbeeren be i  München , 
sowie l sol at 390, isol iert 1 986 aus k ranken Himbeeren vom 
Bodenseegebiet )  beimpft . Nach 7 Tagen wurde das radiale 
Wachstum ermittelt . Die getesteten Substanzen wurden i n  
e i nem wei teren Versuch dem von SEEMÜ LLER e t  al . ( 1 986) 
verwendeten Medium ( BMA 0) in  verschiedenen Konzen tra­
tionen  beigefügt , und das Wachstum der l solate auf 4 neu 
konzipierten Medien (BMA A-D) im Vergle ich zum Wachs­
tum auf BMA O bestimmt . Außerdem wurden mit dem 
Medium BMA O und dem opti mierten BMA D vergleichende 
lsol ierungen durchgeführt .  Das hierfür verwendete Materia l 
stammte entweder aus Infektionsversuchen oder aus kranken 
180 SUSANNE BRUNNER-KEINATH und E. SEEMÜLLER, Zur Diagnose der Phytophthora-Wurzelfäule der Himbeere 
Anlagen. Dabei wurden zunächst 10-15 cm lange Wurzeln 
gewaschen, über Nacht unter fließendem Wasser gespült, für 2 
min in 50 % Tepool (Serva) oberflächendesinfiziert und 2 x in 
Aqua dest. gewaschen. Die Petrischalen wurden sodann mit je 
6-8 Stücken von ca. 3 mm Durchmesser beimpft und bei 20 °C
inkubiert. Phytophthora-ähnliche Kolonien wurden nach 7-10
Tagen auf BMA ohne Zusätze übertragen. Nach weiteren 7
Tagen erfolgte die mikroskopische Untersuchung der Platten
auf Oosporen von P. f. rubi bzw. P. citricola.
Für den histologischen Nachweis wurden Wurzelproben von 
2-5 mm Durchmesser in PGA (Paraformaldehyd-Glutaralde­
hydgemisch nach KARNOVSK v, 1965) bei 4 °C für mindestens
24 h fixiert. Von den Proben wurden mit einem Gefriermikro­
tom entweder tangentiale Längsschnitte oder Querschnitte in
einer Dicke von 14 bis 18 µm angefertigt. Die Schnitte wurden
auf einem Objektträger angetrocknet und für 5 min mit 1 %
Anilinblau (Serva) in Milchsäure gefärbt. Nach Abspülen der
Färbelösung mit Aqua dest. wurden die Proben entweder
gleich oder nach Aufbewahrung in einer Feuchtkammer (für
höchstens 48 h) im Durchlicht mikroskopiert.
Ergebnisse 
Optimierung des Selektivmediums 
Zunächst wurde die Wirkung auf das Wachstum von P. f. rubi 
bei steigenden Substanzkonzentrationen geprüft. Damit wur­
den die Konzentrationen ermittelt, die für eine Verwendung 
in einem verbesserten Selektivmedium in Frage kommen 
(Abb. 1). Dieser Versuch war gekennzeichnet durch eine 
recht unterschiedliche Reaktion von P. f. rubi auf die ver chie­
denen Substanzen, wobei innerhalb der geprüften lsolate nur 
geringfügige Abweichungen auftraten. Bei Chloramphenicol 
war eine stetige Verringerung des Wachstums mit steigender 
Konzentration festzustellen. Durch den Zusatz von Nystatin 
war das Wachstum bei allen Konzentrationen nur wenig ver­
ringert, während der Pilz schon auf 10 mg/1 Neomycin mit 
einer Wachstumsreduktion von 60 % reagierte und bei höhe­
rer Konzentration kein Wachstum mehr zeigte. Durch Rovral 
trat erst bei einer Konzentration von 200 mg/1 eine deutliche 
Verminderung des Wachstums auf. Aufgrund dieser Ergeb­
nisse wurde bei der Zusammenstellung der vier neuen Medien 
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Abb. 1. Wachstum von P. fragariae var. rubi in Abhängigkeit von 
verschiedenen Substanzen und deren Konzentration. 
*) Der mittlere Kolonicdurchmcsser pro Versuchsansatz ist als pro­
zentualer Anteil des Wachstums der jeweiligen Kontrollen auf BMA 
ohne Zusätze ausgedrückt. Pro Substanz und Konzentration sind 
jeweils die Mittelwerte der lsolatc MS. MlO und 390 angegeben. 
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Abb. 2. Täglicher Mycclzuwachs von P. fragariae var. rubi auf ver­
schiedenen Medien. 
*) Radiales Oberflächenwachstum des Mycels. ausgedrückt als Quo­
tient des Gesamtzuwachses und der Versuchsdauer (12 Tage). 
**) BMA o.Z. = ßohncnmehlagar 1,5 % , ohne Zusätze; BMA O = 
BMA + 10 mg/1 Benomyl, 50 mg/1 Hymcxazol, lO mg/1 Pimaricin. 
30 mg/1 Rifampicin und 60 mg/1 Penicillin; BMA A = BMA O + 
LO mg/1 Rovral und 50mg/l Nystatin; BMA B = BMA O + lOOmg/1 
Rovral, 50mg/l Nystatin und !Omg/1 Chloramphcnicol; BMA C = 
BMA O + lOOmg/1 Rovral, LOmg/1 Nystatin und 30mg/l Chloramphc­
nicol; BMA D = BMA O + IOOmg/1 Rovral und 30mg/l Chlor­
amphenicol. 
BMA A-D auf die Verwendung von Neomycin verzichtet. 
Chloramphenicol und Nystatin wurden in Konzentrationen 
eingesetzt, bei denen das Wachstum nicht mehr als 20-30 % 
reduziert war. Rovral wurde in allen Medien mit einer Kon­
zentration von 100 mg/ml eingesetzt. Die Ergebnisse der 
Wachstumstests mit diesen Medien zeigen eine starke Wachs­
tumsreduktion aller drei Teststämme auf den Medien A, B, 
und C. Der geringste Abfall im Mycelzuwachs im Vergleich 
zum Medium ohne Zusätze war bei BMA D zu verzeichnen, 
dessen Werte im Bereich des alten Mediums BMA O (lsolat 
MS) oder sogar darüber (lsolate MlO und 390) lagen (Abb. 2). 
lsolierungsversuche mit den Medien BMA O und BMA D 
zeigten, daß durch die Zugabe von Rovral und Chlorampheni­
col stets höhere Raten erzielt werden konnten (Tab. l). Mit 
dem ergänzten Medium lag der Anteil an Platten, von denen 
unkontaminierte Kulturen gewonnen werden konten, bei 
40 % und darüber. Im Versuch 4 wurde mit dem Medium 
BMA D sogar eine Ausbeute von 67 % gegenüber l3 % mit 
Tab. J. Isolierung von P. fragariae var. rubi mit den Selcktivmeclien 
BMA O und BMA D 
Versuchs- Herkunft des Anzahl der Ausbeute in %*) 
nummcr infizierten Materials angesetzten 
Platten 
pro Medium BMAO BMAD 
Infektionsversuch 15 20 47 
Oktober 88 
2 lnfcktionsversuch 10 10 40 
Dezember 88 
3 Anlage Langförden 30 16 46 
Mai 89 
4 Anlage Bodensee 30 13 67 
Juni 89 
*) Anzahl der Platten mit P. fragariae var. rubi, von denen nicht 
kontaminierte Kulturen überimpft werden konnten, bezogen auf 
die Zahl der angesetzten Platten. 
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Abb. 3. Querschnitt durch kranke Wurzel. Oosporen (OS) von P. f. 
rubi befinden sich in ringförmiger Anordnung ausschließlich im Kam­
bium-/Phloembereich Vergr. x ISO. 
Abb. 4. Längsschnitt durch kranke Wurzel. Im Kambium-/Phloembe­
reich befinden sich 2 Oosporen (Pfeile) von P. f. rubi, die zwischen 
nekrotisierten Geweberesten liegen. Der Zellverband ist aufgelöst, 
wodurch Lücken im Gewebe entstanden sind. Vergr. x 650. 
dem Medium BMA O erreicht. Dies bedeutet, daß auf mehr 
als der Hälfte der angesetzten Platten P. f. rubi aus einem oder 
mehreren der ausgelegten Wurzelstücken ausgewachsen war. 
Ein Vorteil war außerdem, daß auf den Platten mit dem 
BMA-D-Medium die Kontamination durch Bakterien so 
gering war, daß das Wachstum des Pathogens unbehindert 
stattfinden konnte. Auch Kontaminationen durch andere Pilze 
wie z.B. Pythium spp. konnten größtenteils vermieden wer­
den, weil sich deren Mycelwachstum meist auf die ausgelegten 
Wurzelstücke beschränkte und kaum eine Ausbreitung auf 
dem Agarmedium stattfand. 
Bei Isolierungen mit dem Medium BMA D stellte sich 
ferner heraus, daß der selektive Effekt auch für P. citricola 
gegeben war und dieser Pilz ebenfalls zu hohen Prozentsätzen 
gewonnen werden konnte. 
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Abb. 5. Längsschnitt durch gesunde Wurzel. Die Rindenzellen enthal­
ten Stärke (ill>) und Phenolvakuolen (->) Vergr. x 500. 
Abb. 6. Querschnitt durch kranke Wurzel. Oosporen (Pfeile) von P.
citricola liegen verstreut im Rinden- und Phloemgewebe. Der Zellver­
band ist weitgehend intakt. Vergr. x 630. 
Abb. 3 bis 6. Gefrierschnitte, Anilinblaufärbung. 
Histologischer Nachweis 
Die histologische Diagnose der Anilinblau-gefärbten Gefrier­
schnitte basiert hauptsächlich auf dem Nachweis von Oospo­
ren. Diese konnten in Längs- und Querschnitten von kranken 
Himbeerwurzeln beobachtet und schon bei niederen Vergrö­
ßerungen gut vom umliegenden Wurzelgewebe unterschieden 
werden. Sie zeigten im befallenen Gewebe eine tiefblaue 
Färbung und waren zudem in einer charakteristischen Weise 
im Gewebe verteilt (Abb. 3). 
Bei lnfektionen durch P. f. rubi kommt es durch die meist 
interzelluläre Bildung der großen Oosporen (ca. 30 µm Durch­
messer) häufig zu Rissen im Gewebeverband und später zu 
einer Nekrotisierung und völligen Zerstörung des kambialen 
Bereichs und des Phloems. Im mikroskopischen Bild zeigte 
sich dies durch eine Lücke zwischen Rinde und Xylem, in der 
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Tab . 2. Histologischer Nachweis und Isol ierung von P. Iragariae var. rubi in  drei Himbeeranlagen mit Wurzelfäulesymptomen 
Anlage Anzahl der Prozentualer Anteil von Proben mit posit ivem Befund auf das Diagnose laut Isol ierungs-
Proben Boniturkriterium 
Besiedlung Nekrosen Oosporen 
Geweberisse 
Großzimmern 12 100 1 00 67 
B ietigheim 18 73 72 45 
Tübingen 10 0 20 0 
die Oosporen zwischen nekrotis ierten Geweberesten vorkom­
men (Abb . 4) . Da j edoch Oosporen nicht auf allen Sch nit ten zu 
finden waren , wurden außer Geweberissen und Nekrosen noch 
die Pilzbesiedelung sowie das Vorkommen von Phenolvak uo­
len und Stärke zur Diagnose herangezogen (Tab . 2) . Im histolo­
gischen B ild waren in den gesundedn Wurzeln die Zellwände 
blau gefärbt .  Die Zel len  des Rindenbereichs enthielten stets 
zah l reiche ,  tiefblau gefärbte Phenolvakuolen und waren reich 
an Speicherstärke (Abb .  5 ) . Die Zel lwände der kranken Wur­
zel n  waren dagegen bräun l ich bis gelb gefärbt ,  d ie Ze l len 
enth ie l ten meist  keine phenol i schen Inhaltsstoffe und ke ine 
oder nur wenig Speicherstärke .  Außerdem waren im  Gewebe 
blau gefärbte Pilzhyphen  zu erkennen . Die in Tabel l e  2 darge­
stel l ten Ergebnisse über vergleichende Untersuchungen in zwei 
Anlagen mit Befall durch P. f. rubi und einer Anl age m i t  
negativem Befund zeige n ,  daß  mi t  der  h istologischen Methode 
der Nachweis des Erregers ebenso mögl ich ist wie durch die 
Isol ierung.  Dies gi l t  auch , wenn Oosporen rel ativ selten sind 
und nicht in jedem Präparat vorkommen .  Wenn bei mindestens 
70 % der Schnitte die Bonitur auf P i lzbesiedlung und Nekrosen 
postitiv sowie auf Phenolvakuolen und Stärke negativ ist , kann 
sicher auf einen Phytophthora -Befall geschlossen werden .  
Wenn sich bei der Un tersuch ung geschädigter Wurzeln andere 
Verhäl tnisse ergeben , l iegt e ine andere Schadensursache vor . 
Die h istologische Methode erlaubt  auch den Nachweis von P. 
citricola und die Untersche idung dieses Pi lzes von P. f. rubi. So 
kommen bei P. citricola die deut l ich kleineren Oosporen (ca . 
24 µm Durchmesser) sowohl  inter- als auch intraze l l ulär vor 
und sind nicht nur im Kambium-/Phloembereich , sondern auch 
im Rinden- ,  Xylem- und Markparenchym sowie in den Mark­
strah len  anzutreffen . Die Ze l lwände werden dabei durch den 
Pilz weniger angegri ffe n ,  so daß das Gewebe we i tgehend i n takt  
erschein t  (Abb . 6) . 
Diskussion 
Obwoh l die Wurzelfäu le der H imbeere erst seit kurzem i n  
Deutschland auft ri t t , ha t  sich d i e  Krankheit i n  den le tzten 
Jahren rasch verbrei tet  und zu schweren Ausfäl len geführt . Da 
der für die Abwehrmaßnahmen so wich t ige Nachweis der 
Erreger schwierig ist ,  wurde in  der vorliegenden Arbe i t  ver­
sucht ,  die Diagnose zu verbessern . Be i  der Isol ierung der 
Erreger, insbesondere P. f. rubi, waren mit dem bisher ver­
wendeten Medium (SEEMü LLER e t  al . ,  1986) nur rel at iv n ied­
rige lsolierungsraten zu erzie len . Die Prüfung zusätzl icher 
Substanzen ergab, daß das Brei tbandantibiotikum Chloram­
phen icol von P. f. rubi gut toleriert wird . Ln Versuchen mi t  
dem nahe verwandten E rreger der Roten Wurzelfäule der 
Erdbeere , P. fragariae var. fragariae, kamen GEORG E und 
M 1 LHOLLAND ( 1986) zu einem ähn l ichen Ergebn is .  I n  i hren 
U ntersuchungen galt dies auch für Nystatin , das jedoch im 
vorl iegenden Fal l offenbar durch die Kombinationswirkung 
anderer Antibiotika stark wachstumshemmend auf P. f. rubi 
wirkte . Die starke Unterdrückung der Bakterienentwick lung 
dem histolo- ergebnis :  Anzah l  
gischen Befund der Isolate 
Phenol- Stärke 
vakuolen 
0 0 posi t iv 8 
28 27 positiv 10 
90 1 00 negativ 0 
beim neuen Medium ist mögl i cherweise darauf zurückzufüh­
ren , daß Chloramphenicol i nh ibierend auf  die gram-negat iven 
Bakterien wirkt , die durch den Zusatz von Rifampicin n icht  
ausreichend gehemmt wurden .  
A l s  pi lzliche Kontaminanten bere i ten mit  dem bisherigen 
Medium Pythium-Arten große Probleme . Offenbar wirkte der 
Zusatz von Hymexazol , das der Literatur zufolge (TA Y et al . ,  
1983, JEFFERS UND MARTI N ,  1 986) einen stark inhibierenden 
Effekt besitzt , entweder n ich t  spezifi sch oder nicht umfassend 
genug .  Durch die Zugabe von Iprodion konnte jedoch das 
Wachstum dieser Pi lze zufriedenstel lend unterdrückt werden ,  
wobei sowohl P.  f. rubi als auch P.  citricola den  Wirkstoff gut 
tol eriert haben . Solei und Pinkas ( 1986) gelang es in I sol ie­
rungsversuchen mi t  P. cinnamomi aus Avocado ebenfa l l s ,  das 
Aktivi tätsspektrum gegen über Pythium spp .  zu erwei tern und 
gleichzeitig die Ausbeute an P. cinnamomi-Kolon ien zu erhö­
hen ,  wenn  eine Kombinat ion der beiden Fungizide Hymexazol 
und Jprodion verwendet wurde . 
Die Isolierung der Ereger erlaubt zwar meist e ine sichere 
Diagnose , hat  aber den Nachtei l ,  daß frühestens nach zwei 
Wochen eine Aussage mögl ich ist . Demgegenüber kann der 
Nachweis durch d ie  h istologische Methode stark verkürzt wer­
den . Dieses Verfahren beruh t  hauptsächlich auf dem Nach-
' weis von Oosporen im  Gewebe , d ie bei den beiden Erregern 
unterschiedlich groß und versch iedenartig im Gewebe vertei l t  
si nd .  Eine D ifferenzierung von  P.  f. rubi und P.  citricola ist 
daher möglich . Da die Oosporen vor al lem bei P. f. rubi 
mitunter spärl ich vorkommen , werden noch andere Kriterien  
wie Gewebenekrosen ,  Geweberisse , Vorkommen von unsep­
lierten Pilzhyphen sowie von Phenolvakuolen und Stärke für 
den histologischen Nachweis herangezogen .  
D i e  Untersuch ungen wurden durch e i ne Beih ilfe des Landes Baden­
Württemberg finanz ie l l  unterst ützt . 
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